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prevented an increase of the severity of behavioral withdrawal signs, which can be 
estimated as a positive therapeutic effect of the compounds studied. The activity of rat 
brain aldehyde dehydrogenase (AlDH) with high Km during the ethanol withdrawal 
period was significantly elevated as compared to control and the administration of 
ethyl pyruvate normalized the activity of this enzyme. Arginine succinate at a dose of 
375 mg/kg significantly elevated the decreased activity of brain AlDH with low Km. 
 
 
Н. С. Пыжова, В. Н. Никандров 
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ВЛИЯНИЕ ИОНОВ Fe2+, Cu2+ И Со2+ НА РАСЩЕПЛЕНИЕ 
ФИБРИНА ПРОТЕИНАЗАМИ 
 
Как известно, железо, медь и кобальт являются истинными биоэле-
ментами и входят в состав ряда белков и небелковых соединений, что по-
зволяет биомолекулам реализовывать функции, важные для нормальной 
жизнедеятельности организмов. 
Однако избыточное поступление и (или) накопление любого из ука-
занных элементов сопряжено с нарушениями функций, и в ряде случаев – 
весьма глубокими [1-3]. Несмотря на изучение биологической роли дан-
ных элементов и их токсического действия на протяжении довольно дли-
тельного времени, молекулярные механизмы воздействия катионов желе-
за, меди и кобальта пока еще далеки от исчерпывающей ясности. 
Одним из важных регуляторных механизмов метаболических и фи-
зиологических процессов является система протеолиза, компоненты и 
звенья которой участвуют практически во всех физиологических и почти 
во всех основных патологических процессах. Тем не менее, по-видимому, 
в силу чрезвычайно большого количества и разнообразия реакций и ком-
понентов протеолиза о влиянии упомянутых катионов [например, о влия-
нии ионов меди 4, 5] на протеолитические процессы данных в литературе 
крайне недостаточно, и они не создают целостную картину.  
Цель настоящей работы – раскрыть особенности действия ионов 
Fe2+, Cu 2+ и Со2+ на фибринолитическую активность очищенных образ-
цов протеиназ сериновых, цистеиновой и аспартильной. 
Как и в предыдущих наших сообщениях [6, 7], в данной работе ис-
пользованы образцы трипсина (КФ 3.4.21.4), -химотрипсина (КФ 
3.4.21.1), пепсина (КФ 3.4.23.1) фирмы “Sigma” (США), папаина (КФ 
3.4.22.2) фирмы “Fluka” (Швейцария). Плазмин человека (КФ 3.4.21.7) 
выделяли из обогащенного β-глобулинами осадка белков плазмы крови 
методом аффинной хроматографии, как описано ранее [6], используя сы-
рье с исходно высоким содержанием активного плазмина. Фибриноген 
человека и тромбин были производства РНПЦ гематологии и трансфу-
зиологии Минздрава Республики Беларусь, другие реактивы квалифика-
ции «хч» или «чда» были производства стран СНГ, их использовали по-
сле соответствующей дополнительной очистки.  
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Для определения фибринолитической активности протеиназ 
использовали фибриновые пластины, подвергнутые УФ-облучению и не 
содержащие функционально активного плазминогена. Подробно 
определение фибринолитической активности (в мм2 площади зон лизиса 
фибринового геля) описано нами ранее [6, 7]. Преимущество этой модели 
заключается в том, что протеиназа вносится в систему уже сформирован-
ного достаточно прочного фибринового геля. Это позволяет вести работу 
с соединениями, вызывающими выпадение в осадок из раствора других 
субстратов: глобулярных белков или производных пептидов. 
Учитывая феномен фосфатного эффекта в протеолизе [8], опреде-
ление активности проведено и в 0,15 М растворе NaCl, и в 0,06 М фос-
фатном буфере. Ионы металлов добавляли в виде FeSO4•7H2O, Cu-
SO4•5H2O и CоSO4•7H2O. 
Все исследования выполнены не менее чем четырехкратно, резуль-
таты обработаны статистически с вычислением t-критерия Стъюдента. В 
тексте ниже описаны только статистически достоверные результаты 
(Р≤0,05). 
Добавление ионов Fe2+ при использовании в качестве растворителя 
0,15 М раствора NaCl мало отразилось на фибринолитической активности 
трипсина. Лишь при максимальной концентрации Fe2+ активность снижа-
лась на 16%, тогда как ионы Cu2+ в концентрации 10–3–10–2 М вызвали 
увеличение активности протеиназы на 20 и 16% соответственно (рис. 1). 
Замена раствора NaCl фосфатным буфером вела к заметному угне-
тению фибринолитической активности трипсина ионами Fe2+ в концен-
трации 10–3 и 10–2 М на 36 и 84% соответственно. Эффект ионов меди из-
менился менее сильно: в диапазоне концентраций 10–4–10–2 М расщепле-
ние фибрина составило 22–32%. Добавление ионов Со2+ мало влияло на 
активность трипсина в обоих случаях. 
На фибринолитическую активность химотрипсина при использова-
нии в качестве растворителя 0,15 М раствора NaCl исследуемые катионы 
металлов влияли сильнее. 
В присутствии ионов Fe2+ во всем диапазоне концентраций расщеп-
ление фибрина этой протеиназой возрастало на 22–90% с максимальным 
эффектом при более низких концентрациях: 10–7–10–4 М (рис. 1). 
Особенно сильное увеличение активности энзима наблюдалось при 
добавлении ионов меди. Ионы Со2+ также вызвали рост интенсивности 
фибринолиза, но в меньшей степени, чем ионы меди. В фосфатном буфе-
ре нарастание фибринолитической активности химотрипсина в присутст-
вии ионов железа не превысило 55%. При максимальной же концентра-
ции катиона выявлено даже подавление активности протеиназы на 87%. 
 
 







Рисунок 1 –  Влияние ионов Fe2+ (1), Cu 2+(2) и Со2+ (3) на фибринолитическую актив-
ность (в % к контролю) трипсина (а, б), α-химотрипсина (в, г) и плазмина (д, е), в 0,15 М 
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Фибринолитическая активность плазмина в 0,15 М растворе NaCl 
при добавлении ионов Fe2+ или Со2+ существенно не менялась, а катионы 
Cu2+ в концентрации 10–3 и 10–2 М подавляли активность протеиназы на 
25 и 40% соответственно (рис. 1). В фосфатном же буфере при добавле-
нии ионов Fe2+ в концентрации 10–3 и 10–2 М активность плазмина угнета-
лась на 23 и 57% соответственно. В фосфатном буфере проявлялось угне-
тающее активность протеиназы действие ионов Со2+ в максимальной 
концентрации. Эффект же Cu2+заметно ослаблялся: подавление активно-
сти не превышало 17%. 
При использовании в качестве растворителя 0,15 М раствора NaCl 
ионы Fe2+ слабо влияли на фибринолитическую активность папаина: уг-
нетение активности энзима при максимальной концентрации ионов ме-
талла составило 20% (рис. 2). При этой же концентрации катионов Со2+ 
угнетение активности достигало 30%, а добавление катионов Cu2+ в диа-
пазоне концентраций10–4–10–2 М сопровождалось снижением фибриноли-
тической активности на 34–100%. 
В присутствии ионов неорганического ортофосфата ингибирующий 
эффект всех катионов усиливался: для ионов Fe2+ в концентрации 10–3 и 
10–2 М он составил 20 и 38%, действие ионов меди проявлялось уже при 
концентрации 10–5 М, а полная утрата активности отмечена и при концен-
трации их 10–3 М.  
Эффект ионов Со2+ при их максимальной концентрации составил 
47%, а на фибринолитическую активность пепсина исследуемые катионы 
металлов независимо от вида растворителя не влияли во всем концентра-
ционном диапазоне (рис. 2). 
Итак, наиболее сильное действие исследованные катионы металлов 
оказали на сериновые протеиназы и цистеиновую протеиназу папаин. 
Действие на пепсин было минимальным. Это наводит на мысль, что в ис-
пользованных концентрациях упомянутые катионы не вызвали значимых 
для функции протеиназы изменений ее конформации, ибо фибриновый 
гель – достаточно ригидный структурно субстрат. Однако это не означает, 
что на других белках субстратах влияние катионов на активность пепсина 
не проявится. Ранее на сериновых протеиназах и папаине показана суще-
ственная зависимость влияния ионов Mn2+ и Ni2+ от расщепляемого белка 
субстрата [9]. 
Наибольший эффект оказали катионы железа и меди. Присутствие 
ионов неорганического фосфата усиливало подавление активности сери-
новых протеиназ катионами железа. Активность же цистеиновой протеи-
назы папаина (его весьма условно можно считать подобием цистеиновых 
катепсинов, поскольку все они имеют функционально важный остаток 
цистеина в активном центре) в таком случае сильнее угнеталась ионами 
меди. Это может быть обусловлено более сильным взаимодействием Cu2+ 
с функционально значимыми для катализа HS-группами цистеина. Фос-
фатный эффект в протеолизе был нами описан, однако механизм его пока 
остается неизученным. Возможно, в присутствии ионов неорганического 
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ортофосфата изменяется конформация молекулы протеиназы и возрастает 






Рисунок 2 –  Влияние ионов Fe2+ (1), Cu 2+(2) и Со2+ (3) на фибринолитическую актив-
ность (в % к контролю) папаина (а, б), пепсина (в, г), в 0,15 М растворе NaCl (а, в) или 
0,06 М фосфатном буфере (б, г) 
 
Приведенные выше сдвиги активности обнаружены при очень вы-
соких для клетки концентрациях катионов металлов, тогда как таковая 
для протеиназ в данных экспериментах не превышала 10–6 М. Казалось 
бы, полученные данные вносят вклад только в понимание токсического 
действия Fe2+и Cu2+. 
Однако эксперименты выполнены в модельных молекулярных сис-
темах, а в клетках и тканях многие процессы идут на границе раздела фаз, 
в частности, на протеиназах, связанных со специфическими рецепторами, 
например, на плазмине, рецепторы которого обнаружены в целом ряде 
клеток [10]. Поэтому соотношение молекул белка и катионов металла в 
определенном сайте в конкретное время может быть 1:1 и даже превы-
шать эту величину. Плазмин же участвует в активации матриксных ме-
таллопротеиназ, факторов роста: TGF-β, bFGF, VEGF, регуляции экспрес-
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сии факторов транскрипции c-FOS и EGR-1 [10, 11]. Кроме того, на мем-
бранах разнообразных клеток имеются рецепторы, активируемые протеи-
назами (PAR1–PAR4), в том числе трипсином [12]. Трипсин и плаз-
мин(оген) синтезируются рядом клеток, включая клетки головного мозга, 
где играют важную роль в их физиологии и патологии. Включение таких 
рецепторов способно вызывать достаточно сильные ответные реакции в 
целом ряде клеток, тканей и органов. 
Все это позволяет заключить, что глубокое раскрытие природы дей-
ствия катионов металлов и других эффекторов требует проведения широ-
кого фронта работ, включая многие регуляторные механизмы и целевые 
объекты, на которые эти механизмы направлены – в данном случае реак-
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EFFECT OF Fe2+, Cu 2+ AND Сo2+ IONS ON FIBRIN CLEAVAGE BY 
PROTEINASES 
 
Features of Fe2+, Cu2+ and Co2+ effect in concentration of 10–7–10–2 M on clea-
vage of fibrin gel plates by trypsin, α-chymotrypsin, plasmin, papain and pepsin were 
established. Changes of the cation’s effects in the presence of inorganic orthophos-
phate ions were demonstrated. The necessity of wide front of multidimensional re-
searches, especially on action of proteolytic reactions on target protein substrates for 
disclosure of the mechanism of Fe2+, Cu2+ and Co2+ (and other ions) effect on biosys-
tems was concluded. 
 
 
Ж. А. Рутковская, И. Л. Котович, А. Д. Таганович  
УО «Белорусский государственный медицинский университет», 
г. Минск, Беларусь 
 
ВЛИЯНИЕ ЛИПОСОМ C Α-ТОКОФЕРОЛОМ НА ИЗМЕНЕНИЯ В 
ЛЕГКИХ, ВЫЗВАННЫЕ ДЛИТЕЛЬНОЙ ГИПЕРОКСИЕЙ 
 
Появление новых технологий и использование современных мето-
дов интенсивной терапии позволило значительно снизить неонатальную 
смертность при выхаживании новорожденных с экстремально низкой 
массой тела, но привело к значительному увеличению частоты возникно-
вения у таких детей бронхолегочной дисплазии (БЛД). Одним из возмож-
ных патогенетических механизмов развития БЛД являются воспалитель-
ные изменения в ткани легкого, причиной которых может быть как дейст-
вие активных форм кислорода, так и повреждение эпителия дыхательных 
путей при ИВЛ [1]. Гипероксия считается самым агрессивным фактором 
местного повреждения легких, поскольку способствует стимуляции про-
цессов свободно-радикального окисления в тканях. Действие активных 
форм кислорода не только стимулирует процессы пероксидации биологи-
ческих молекул, но и активирует иммунный ответ организма. В лаваже 
новорожденных с бронхолегочной дисплазией наблюдается высокое ко-
личество нейтрофилов, которые продуцируют коллагеназу и эластазу, 
разрушающие ткани легкого [2]. 
Эффективные способы предотвращения развития БЛД в настоящее 
время отсутствуют, в связи с этим изучение метаболических нарушений в 
легких, вызванных гипероксией, и возможности их коррекции является 
весьма актуальной задачей. Поскольку окислительное повреждение ле-
гочных структур, наряду с низким уровнем антиоксидантов у недоношен-
ных детей считают ведущими патогенетическими факторами в развитии 
БЛД [3], патогенетически оправданным является использование антиок-
сидантов для предотвращения повреждения легочной ткани у новорож-
денных.  
Витамин Е является важнейшим липофильным антиоксидантом в 
легких. В экспериментальных исследованиях установлено, что дефицит 
витамина Е в условиях гипероксии способствует увеличению продукции 
